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1．はじめに
　ゲノム解析に加えてマイクロアレイ法や RNA-Seq 法など遺伝子発現解析技術の進展
により、植物が持つ約３万個の遺伝子の約半数が葯や花粉で発現し、さらにその十分
の一程度は花粉特異的に発現すると見積もられている（Honys and Twell, 2004; Wei et 
al., 2010）。花粉で発現する遺伝子の多さに驚かれるかも知れないが、植物の生活環の単
相世代（n）の細胞で発現する遺伝子数と考えると筆者は納得できるのだがいかがだろ
うか。
　このように多くの遺伝子が花粉や葯で発現しているが生物学的機能が明らかにされた
遺伝子はそのうちごく一部である。特に最近では、遺伝子の機能損失の実験データが必
要不可欠になっており、突然変異体や RNAi 法などの技術が確立している上に、世代時
間も短いなどの利点から花粉の分野においてもシロイヌナズナをもちいた研究が目覚ま
しく進展している（Twell et al., 2006; Twell, 2011; Borg and Berger, 2015; Rutley and 
Twell, 2015）。
　イネのゲノム配列は、品種日本晴をもちいて我が国が主導する国際コンソーシアムに
よって解読された（Project., 2005）。また、遺伝子機能解明のための突然変異体が、化
学物質・放射線照射などの従来の方法に加えて、T-DNA 挿入や種々のトランスポゾン
をもちいて作出されている（Hirochika et al., 2004）。イネの花粉研究に関しては、農業
上重要な形質である種子不稔を示す突然変異体の解析により、主に葯壁で発現する遺
伝子の情報が蓄積しつつあり、これらをまとめた優れた総説が発表されている（Zhang 
and Wilson, 2009; Zhang et al., 2011; Gomez et al., 2015; Shi et al., 2015）。本稿では、イ
ネの花粉母細胞から花粉への成長過程で発現する遺伝子とその機能について、筆者ら成
果を含めて解説する。
2．イネの花粉形成
　若い葯の内部で胞原細胞から分化した花粉母細胞は減数分裂をおこない、花粉四分子
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を形成する。花粉四分子は４つの細胞に分離し、それぞれが小胞子となる。小胞子の核
は細胞の一端に移動し、細胞分裂によって大小２つの細胞ができる。大細胞は栄養細胞
（花粉管細胞ともいう）、小細胞は雄原細胞である。やがて、雄原細胞は栄養細胞質中に
遊離し、雄原細胞は栄養細胞質中に包埋された入れ子の状態になる。イネやシロイヌナ
ズナでは、開花前の花粉内で雄原細胞が細胞分裂して精細胞が形成される（三細胞性花
粉）。一方、ユリやタバコでは、精細胞の形成が受粉後の花粉管中でおこる（二細胞性
花粉）。このような花粉形成は、動物の精子形成とは異なり、葯内で同調して進行する。
一般に、蕾長と花粉形成にはきれいな相関があり、ユリやタバコなどでは、蕾長を測定
することで任意の発生段階の細胞を得ることが可能である（Tanaka et al., 1987; Ueda 
et al., 2012）。
　イネの花序（穂）は、止葉（とめば、第一葉ともいう）とよばれる茎の最上位に発生
する葉の葉鞘に包まれており、出穂（しゅっすい）するまで外部から観察することはで
きない（図１）。そこで、筆者らは任意の発生段階の花粉を含む花序を採集するために、
止葉の葉身と葉鞘の境界部分にある葉耳（ようじ）と第二葉の葉耳の間隔（葉耳間長）
を目安にしている。秋田県立大学の圃場で日本晴を栽培した場合、葉耳間長が -5cm 〜
± 0cm では減数分裂期、+3cm 〜 +6cm は小胞子期、+8cm 〜 +10cm は二細胞期、こ
れ以上が三細胞期の花粉を含む花序を採取することができる（図２）。また、１本の花
序では上位の一次枝梗（穂軸から分かれた枝）の小穂（しょうすい、花に相当）の花粉
ほど発生が進んでおり、１本の一次枝梗内では先端の小穂が最も発生が進んでいるが、
図 1　葉耳間長と花序の発達
　A　葉耳間長 3.0cm
　B　葉耳間長 14.0cm
	 FL,	止葉 ;	PL,	第二葉 ;	AuF,	止葉の葉耳 ;	AuP,	第二葉の葉耳
	 第三葉はカットしてある
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次は最下位の小穂で、さらに下位から上位に向かって成熟が進む（図３）。細かいステー
ジ分けが必要な場合は、この発生順序を基準にしてサンプリングすると良い。また、イ
ネの花粉形成では二細胞期にデンプンの蓄積が始まり、開花期の成熟した花粉の栄養
細胞質はデンプン粒で満たされている。このような花粉発生を含むイネの葯の生長過
程は細胞学的イベントを指標にステージ１から 14 まで分けられている（Zhang et al., 
2011）。
3．減数分裂
　減数分裂は真核生物で高度に保存された重要な生命現象であり、花粉形成で必須のイ
図 2　イネの花粉発生過程とデンプン形成
図 3　花序と開花順序
　A　イネの出穂期の花序
　　　イネの花序は穂軸から1〜2回枝分かれする
　B　穂軸から枝分かれした一次枝梗 ( 白矢印 ) と二次枝梗 ( 黒矢印 )
　　　数字は開花の順序を示す
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ベントの１つである。減数分裂の第一分裂の前期に、複製によって倍加した相同染色体
が対合し、４本の姉妹染色分体からなる二価染色体が形成される。対合の際にできるタ
ンパク質 -DNA 複合体をシナプトネマ複合体とよび、相同染色体が対合・整列するの
を助ける。その後、第一分裂中期から後期にかけて二価染色体が赤道面に整列した後に
相同染色体が両極に移動して第一分裂が終了する。減数第二分裂は、基本的に体細胞分
裂とほぼ同じで、それぞれの細胞の姉妹染色分体が両極に分離し、最終的に１つの母細
胞から４つの娘細胞ができる。歴史的には、高度に同調した細胞集団が得られること、
細胞や核が大きいこと、細胞の調整が比較的容易などの利点からテッポウユリが減数分
裂の細胞学的あるいは生化学的研究に用いられてきた（Stern and Hotta, 1973）。その後、
酵母の突然変異体を用いた研究によって減数分裂の各過程で重要な遺伝子が同定された
（Osman et al., 2011; Luo et al., 2014; Mercier et al., 2015）。
　イネやシロイヌナズナなどを中心に、植物ではこれまでに 80 以上の減数分裂に関わ
る遺伝子が同定されている（Mercier et al., 2015）。これらのうち、突然変異体や RNA
干渉による機能欠損実験などによって同定されたイネの減数分裂関連遺伝子の多くは、
酵母などの遺伝子と共通の機能をもつオーソログである（Luo et al., 2014）。例えば、
OsREC8 タンパク質は、細胞分裂前に複製された姉妹染色分体の接着に関わるコヒー
シン複合体の減数分裂特異的なサブユニットであり、その変異体は第一分裂前期に動原
体領域の接着がおこらず早期に姉妹染色分体が分離してしまうため、第一分裂後期か
ら終期の間に染色体架橋や断片化がおこってしまう（Shao et al., 2011）。減数分裂時の
組換えは、組換えがおこる領域で Spo11 とよばれる酵素の働きで二本鎖 DNA 切断がお
こることで始まり、DNA 切断の修復によってつなぎ直される際におこる。イネは５種
類のSpo11 関連遺伝子を持っており、このうちOsSpo11-1 は相同染色体の対合と組換
えに必須であることが示されている（Yu et al., 2010）。Spo11 によって切断された二本
鎖 DNA は、エキソヌクレアーゼの作用で一本鎖化される。DMC1 や RAD51 タンパク
質は二本鎖 DNA と一本鎖化された DNA への結合能をもち、相同 DNA 鎖の対合反応
と DNA 鎖交換反応を触媒して組換えの中心的な役割を担っている。イネのオーソログ
OsDMC1 やOsRAD51C 遺伝子の RNA 干渉や T-DNA 挿入によって遺伝子機能欠損を
すると二価染色体形成異常や染色体分配異常などがひきおこされる（Deng and Wang, 
2007; Kou et al., 2012）。また、シナプトネマ複合体の構成要素であるPAIR2、PAIR3 は、
それぞれ酵母の HOP1、RED1 のホモログであり、イネのpair2 およびpair3 変異体は
いずれも相同染色体対合が異常となり種子不稔を引き起こす（Nonomura et al., 2006; 
Yuan et al., 2009）。このような生物種間を超えて減数分裂で中心的な役割をするタンパ
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ク質遺伝子とは別に、植物特異的な遺伝子も見出されている。PAIR1（HOMOLOGOUS 
PAIRING ABERRATION IN RICE MEIOSIS1）は、イネで最初に発見された新規の
遺伝子で、pair1 変異体は相同染色体の対合や組換えの異常を示す（Nonomura et al., 
2004）。PAIR1 のオーソログと予想されるAtPRD3 がシロイヌナズナの変異体解析から
も見出された（De Muyt et al., 2009）。OsSDS 遺伝子はシロイヌナズナのSDS（SOLO 
DANCERS）遺伝子のオーソログで、減数分裂特異的なサイクリン様タンパク質をコー
ドする（Chang et al., 2009）。OsSDS 遺伝子を RNA 干渉で抑制すると二価染色体形成
が異常になり不稔を引き起こす。これらは植物特有の減数分裂タンパク質であり、二本
鎖 DNA 切断や、二価染色体形成のメカニズムは酵母などの他の生物と類似しているが、
植物特有の調節機構が予想される。
　減数分裂の各過程中で最も多様性に富んでいるのは、その開始を制御する分子機構で
ある。例えば、出芽酵母の減数分裂開始には、転写制御因子 IME1 およびタンパク質キ
ナーゼ IME2 が関与する（Honigberg and Purnapatre, 2003）。栄養成長時はIME2 遺
伝子の転写は抑制されているが、IME1 が合成されてリン酸化により活性化されると、
IME2 や減数分裂関連遺伝子群が発現する。IME2 タンパク質は体細胞分裂の M 期の開
始に働く CDC28 とアミノ酸配列に相同性があり、減数分裂に先立つ複製とその開始に
必要である（Honigberg and Purnapatre, 2003）。また、分裂酵母では IME1 のオーソ
ログは存在しないが、栄養飢餓に応答して転写制御因子 STE11 が合成される。STE11
は減数分裂のマスター制御因子であるmei2 遺伝子を活性化して体細胞分裂から減数分
裂への転換を引き起こす（Watanabe et al., 1997）。一方、植物では減数分裂の開始に
関わる遺伝子の情報は非常に限られている。MICROSPORELESS1 （MIL1）は、TGA
転写因子と相互作用しうる植物特異的な CC タイプのグルタレドキシンをコードする
（Hong et al., 2012）。mil1 変異体では、葯内の胞原細胞は花粉母細胞へ分化することが
できないが、雌側の稔性は正常であることから、MIL1 遺伝子は雄性特異的に機能する
因子である。OsAM1 およびMEL1 は、それぞれコイルドコイルドメインタンパク質お
よび ARGONAUTE ファミリータンパク質をコードする。Osam1 とmel1 変異体はい
ずれも第一分裂前期のレプトテン期で停止してしまうことから、減数分裂の正常な進行
に機能すると考えられる（Nonomura et al., 2007; Che et al., 2011; Liu and Nonomura, 
2016）。MEL2 タンパク質は RNA 認識モチーフを含む新規のタンパク質であり、変異
体の解析から MEL2 は雌雄の胞原細胞が減数分裂に移行するタイミングを制御すると
予想される（Nonomura et al., 2011）。興味深いことに、MEL2 は動物の精子形成に関
わる DAZAP1 タンパク質と相同性があるが、シロイヌナズナでは今のところ類似のタ
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ンパク質は見つかっていない（Nonomura et al., 2011）。このように、減数分裂は高度
に保存された生命現象であるが、その開始の分子機構は植物種間で異なり、さらには同
一植物種でも雌雄で異なる可能性がある。
4．小胞子分裂による雄原細胞と栄養細胞の分化
　小胞子分裂は減数分裂後の花粉形成で最も重要なイベントの１つである。これは、核
が細胞の一端に移動した後におこる典型的な不均等細胞分裂である。これによって大き
さと機能が共に異なる雄原細胞と栄養細胞が形成される。小細胞として形成される雄原
細胞は雄性配偶子の前駆細胞で最終的に精細胞に分化するのに対し、大細胞の栄養細胞
は花粉本体の細胞であり、受粉後に発芽して花粉管を伸長する。シロイヌナズナでは、
小胞子分裂が異常になる突然変異体が単離されている（Twell, 2011）。gemini pollen1
（gem1）、gem3、two-in-one（tio）変異体は、小胞子の極性と小胞子分裂の細胞質分裂
が異常になるため、雄原細胞核と栄養細胞核の分化がおこらない。原因遺伝子は、微小
管関連タンパク質 MAP215、微小管結合複合体の AUGMIN サブユニット 6、隔膜形成
体関連タンパク質キナーゼをそれぞれコードする（Twell, 2011; Oh, 2016）。このように、
小胞子分裂は、細胞端への核移動による極性発現を伴う細胞分裂であるため、複数の分
子が関与することが明らかになりつつあるが、雄原細胞と栄養細胞分化を決定づける因
子は未同定である（Tanaka, 1997）。
　シロイヌナズナのSIDECAR POLLEN（SCP）/LATERAL ORGAN BOUNDARIES 
DOMAIN（LBD）27 遺伝子は、小胞子特異的に発現する LOB/AS2 ドメインをもつ転
写因子様タンパク質をコードする（Oh et al., 2010）。scp/lbd27 変異体は小胞子分裂の
分裂面の方向付けが異常になり、不均等な小胞子分裂前に余分な細胞分裂がおこり、通
常の２つの精細胞と栄養細胞に余分な栄養細胞が加わった４細胞からなる花粉を形成す
る（Oh et al., 2010）。さらに、ごく最近、SCP/LBD27 遺伝子と関連して小胞子と花粉
で特異的に発現するLBD10 遺伝子が報告された（Kim et al., 2015）。SCP/LBD27 タン
パク質は小胞子で合成されるが、二細胞期に速やかに消失する。これに対して LBD10
は小胞子で合成され、二細胞期の雄原細胞では消失するが、栄養細胞でのシグナルは成
熟期まで持続する。さらに、SCP/LBD27 と LBD10 はヘテロダイマーを形成すること
が示されたため、小胞子から花粉の栄養細胞分化に深く関わる可能性がある。
　雄原細胞分化に重要な役割をもつ遺伝子としてシロイヌナズナのDUO POLLEN1
（DUO1）がある（Borg et al., 2011）。DUO1 は R2R3 型の MYB 転写因子をコードし、
その変異体duo1 は雄原細胞の細胞分裂が阻害される。DUO1 に制御されることが示
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された遺伝子に、受精に必須な膜局在タンパク質をコードする GCS1 遺伝子がある。
GCS1 は植物だけでなく幅広い生物種で保存されている重要な受精因子である（Mori 
et al., 2006; Mori, 2014）。筆者らは田中研在籍中にテッポウユリの雄原細胞で特異的に
発現する 3 種のコアヒストン変種 gH2A、gH2B、gH3 を見出した（Ueda and Tanaka, 
1994, 1995, 1995）。さらに、これらの cDNA とゲノム遺伝子の単離にも成功した（Ueda 
et al., 2000; Ueda et al., 2005; Ueda et al., 2012）。シロイヌナズナにおいても雄原細胞と
精細胞で発現するヒストン H3 の変種 MGH3 が見出され、MGH3 遺伝子も DUO1 に活
性化されることが示されている（Okada et al., 2005; Borg et al., 2014）。また、雌雄配
偶子の接着に関わる GEX2 タンパク質遺伝子や雄原細胞の分裂周期を制御する DAZ1
および DAZ2 タンパク質遺伝子など、DUO1 は雄原細胞・精細胞特異的に発現する
17 種類の遺伝子の転写を制御することが示されている（Borg et al., 2014; Mori et al., 
2014）。また、DUO1 遺伝子自身は DUO1 タンパク質以外の未知の活性化因子に制御さ
れていることが実験的に示されている（Brownfield et al., 2009）。このようにDUO1 は
雄原細胞から精細胞への分化と受精因子の発現・活性化に重要な働きをするが、雄原細
胞が形成された後に発現し始める遺伝子であることから、雄原細胞の形成に直接関わる
因子ではなさそうである。例えば、前述した栄養細胞分化における SCP/LBD27-LBD10
遺伝子のように、小胞子から雄原細胞まで発現する因子の単離が今後期待される。
　イネの小胞子分裂が異常になる突然変異体の報告は今のところ無いが、花粉や精細
胞のトランスクリプトーム解析によって、シロイヌナズナのオーソログと期待される
ヒストン H2B や H3 遺伝子に加えて、GCS1 およびGEX2 と相同性がある遺伝子も発
現していることが示されており、今後、これらの遺伝子を含めた雄原細胞・精細胞発現
遺伝子の詳しい解析が必要である（Wei et al., 2010; Wei et al., 2011; Russell et al., 2012; 
Anderson et al., 2013）。
　イネの花粉は球形で、その外壁（exine）に花粉管発芽孔が１つある単孔粒である（図
４）。分裂直前の小胞子では核が発芽孔の対極に移動した後に細胞分裂がおこり、他の
被子植物と同様に、雄原細胞は栄養細胞内に遊離する。その後、二細胞花粉期に栄養細
胞質でデンプンの蓄積がおこり花粉内がデンプン粒で充満する。花粉管の発芽伸長のエ
ネルギー源となるこのデンプン粒は、開花前は栄養細胞質内に均一に分布しているのに
対し、開花直前（恐らく 24 時間以内）には、花粉の発芽孔側半分に局在化する。興味
深いことに、２つの精細胞と栄養細胞核は、開花前は花粉の中央に位置するのに対し、
開花直前には発芽孔の対極（デンプン粒が無い領域）に位置する（図４）。このように、
イネの花粉形成過程では、１）球形細胞の１カ所に発芽孔を形成する花粉母細胞がお
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こなう外壁パターン形成、２）発芽孔の対極に小胞子核が移動しておこなう小胞子分
裂、３）花粉管発芽直前の発芽孔側のデンプン粒と対極側の２つの精細胞および栄養細
胞核の配置、の３つの花粉の極性化ステージがある（図４）。今のところ、これら３回
の花粉の極性化が独立しているのか連動した現象なのかは不明であるが、花粉母細胞が
花粉管発芽時の花粉極性を決めている可能性がある。最近、シロイヌナズナの AUXIN 
RESPONSE FACTOR17 が減数分裂でカロース壁合成をおこなうCalS5 遺伝子を活性
化し、花粉外壁のパターニングに関与すると報告された（Yang et al., 2013）。植物種に
特異的な花粉外壁の模様を決めるパターニングは、まだ未解明の花粉研究の重要課題の
１つである（Scott et al., 2004）。
5．Tos17 挿入によるイネ花粉突然変異体の単離
　イネの内在性レトロトランスポゾンTos17 は組織培養中に活性化され、イネの染色
体DNA上をランダムに転移し、再分化した後の植物体内では不活性化される（Hirochika 
et al., 1996）。培養期間中にTos17 が遺伝子領域内に転移した場合、その遺伝子の機能
が損なわれ、いわゆる突然変異体が作出される。Tos17 挿入突然変異体は、シロイヌナ
ズナで一般的な T−DNA 挿入変異体とは異なり遺伝子組換え植物ではないため、野外
の田圃で栽培できることも利点の１つである。Tos17 のコピー数はイネ品種によって異
なり、日本晴には２コピーのTos17 が存在する。農業生物資源研究所（現・次世代作
物開発研究センター）では、５ヶ月間の組織培養を経て平均 10 カ所にTos17 を転移さ
せた約５万種類の遺伝子破壊系統が作出されている（https://tos.nias.affrc.go.jp）。これ
までに、Tos17 挿入変異体系統を利用して、イネの生長、収量、病害抵抗性などの農業
上重要な遺伝形質に関わる遺伝子の機能が明らかにされてきている（Miyao et al., 2003; 
Hirochika, 2010）。
図 4　イネの小胞子分裂と成熟花粉
　A　小胞子分裂の過程
　B　開花直前の花粉
	 s,	精細胞核 ;	v,	栄養細胞核 ;	st,	デンプン粒 ;	pa,	花粉管発芽孔
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　筆者らは、イネの花粉形成に重要な遺伝子を同定するため、500 系統の突然変異体集
団（5,000 個体）から花粉形成が異常になる花粉突然変異体をスクリーニングした。花
粉突然変異体には、花粉母細胞や葯の最内層のタペート細胞（いずれも核相は2n）で
発現する遺伝子の異常に起因する「胞子体型花粉突然変異体」と、減数分裂後の小胞子
や花粉（いずれも核相はn）で発現する遺伝子の異常に起因する「配偶体型花粉突然変
異体」がある（図５）。スクリーニングの際には、小胞子や花粉の異常による配偶体型
花粉突然変異体を選抜することにした。配偶体型花粉突然変異体は、葯内の半数の花粉
が正常で残り半数の花粉が異常を示す。これを、ここでは pollen semisterile（PSS）変
異体とよぶ（図５）。PSS 変異体は半数の花粉が正常であることから 70% あるいはそれ
以上の種子稔性を示す。従って、種子不稔が指標にならないため、500 系統 5,000 個体
から穂を採取してこれらの花粉を観察して異常な花粉をつくる系統を選び出した。花粉
変異の指標として、ヨウ素ヨウ化カリ溶液によるデンプン染色とヘマトキシリンによる
核染色をおこなった。イネの成熟花粉の栄養細胞内には多量のデンプン粒が蓄積されて
いるため、栄養細胞の異常はデンプン染色で検出でき、雄原細胞・精細胞の異常は核染
色で検出されることを期待した（図６）。花粉の顕微鏡観察の結果、幸運なことに 500
系統中 95 系統で異常な花粉をつくる個体が分離していた。このうち、興味深い表現型
を示した 48 系統をもちいて、翌年以降に類似の花粉異常を示す個体が分離する系統を
選び出したところ、29 系統（種類）の PSS 変異体を選抜することができた（Ueda et 
al., 2013）。
図 5　胞子体型花粉突然変異体 ( 左 ) と配偶体型花粉突然変異体 ( 右 )
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単離された PSS 変異体の変異花粉は、デ
ンプンが検出されず、花粉の核が１つしか
ない、デンプン粒はつくられるが精細胞が
未凝縮、デンプン粒も核も検出されないな
ど、表現型が異なることから、それらの殆
どが異なる遺伝子を原因とする突然変異体
であると予想された（図７）。
6．イネCAP1 の機能と花粉形成
　選抜された 29 種類のイネ PSS 変異体の
うち、Tos17 の遺伝子破壊による PSS 変
異系統を選抜するため、Tos17 遺伝子断片
をプローブにして花粉変異個体と同様に分
離した正常型個体の DNA をもちいたサザ
ンブロット解析をおこなった。その結果、
#0445 （ND2104）系統の花粉変異がTos17
の挿入による遺伝子破壊に起因することが
明らかになった（Ueda et al., 2013）。開花
時における #0445 の変異花粉は、デンプン
や細胞核が全く観察されないだけでなく、
カルコフルオールホワイトによる細胞壁染
色や、花粉活性の指標とされるアレキサン
ダー染色でもネガティブであったことから、細胞成分の殆ど全てが消失して花粉外壁（エ
キシン）のみになっていることが明らかになった（図８）。
　#0445 変異個体に共通して転移していたTos17 の隣接配列をクローン化したところ、
変異個体に特異的なTos17 は 28 個のエキソンからなる遺伝子（Os02g0141300）の第
10 番エキソン内に挿入されていた。このTos17 の挿入で破壊されていた遺伝子を変異
体の表現型からCollapsed Abnormal Pollen1 （CAP1）と命名した（Ueda et al., 2013）。
タンパク質ドメインデータベース Pfam（http://pfam.xfam.org）をもちいて CAP1 タ
ンパク質のアミノ酸配列のドメイン構造予測をしたところ、CAP1 のアミノ末端から
中央領域に Glycosyl transferase family 1 ドメイン（30-338 アミノ酸残基）が、中央か
ら C 末端領域に galactose-binding signature（496-540 アミノ酸残基）と GHMP kinase 
図 6　イネ花粉のデンプン染色とヘマトキシリン	
　染色
図 7　イネのPSS変異体
　A、B　デンプン無し、一核花粉
　C、D　デンプン有り、精細胞核が未凝縮
　E、F　デンプン無し、無核
　m,	変異花粉 ;	矢印 ,	栄養細胞核 ;	矢頭 ,	精	
　　　細胞核
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family N 末端ドメイン（638-704 アミノ酸残基）が見出された（図９）。GHMP-N ドメ
インは、キナーゼ活性に必要な ATP 結合に関わることが示唆されている（Tsay and 
Robinson, 1991; Lee and Leustek, 1999）。
　イネゲノム内を検索したところ、CAP1 タンパク質と 79％のアミノ酸配列が一致す
るタンパク質遺伝子（Os06g0720500、OsARA1）が見出された。さらに、データベー
スの相同性検索の結果、シダ、コケからポプラなどの樹木まで類似タンパク質が見出
され、CAP1 関連タンパク質は植物特有であることがわかった。シロイヌナズナゲノ
ム内にも、アミノ酸レベルで約 75% の相同性がある２種類の関連タンパク質遺伝子
AtARA1（At4g16130）と AtARA2（At3g42850）が存在していた。AtARA1 は L- ア
ラビノースに感受性突然変異体ara1 の原因遺伝子として見出された（Gy et al., 1998; 
Sherson et al., 1999）。ara1 変異体は L- アラビノースを添加していない場合は正常に生
長するが、10 mM の L- アラビノースが添加された培地では枯死してしまう（Dolezal 
and Cobbett, 1991）。ara1 変異体と野生型植物の芽生えの粗抽出液をもちいて L- アラ
ビノースをリン酸化するアラビノキナーゼ活性を調べたところ、変異体は野生型のわず
か 10％の活性しか検出されなかったため、AtARA1 は L- アラビノキナーゼ（EC 2.7.1.46）
図 9　イネとシロイヌナズナのアラビノキナーゼ関連タンパク質
　それぞれの遺伝子から推定されるアミノ酸配列を棒状に示した。右はアミノ酸残基数を示す。
　GT1,	GB,	N,	C は ,	それぞれタンパク質ドメインのデータベースPfamで推定されるドメインを	
　示す。
図 8　cap1 変異体の花粉
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であることが示唆されている（Dolezal and Cobbett, 1991）。イネ RiceXPro（http://
ricexpro.dna.affrc.go.jp） と シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ Arabidopsis eFP Browser（http://bar.
utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi）の遺伝子発現データベースを利用して、CAP1 関
連遺伝子の発現を調べたところ、AtARA1 とOsARA1 は葉や根といった植物体の各
組織でユビキタスに発現する遺伝子であることが示唆された（図 10）。一方、CAP1 と
AtARA2 は葯あるいは花粉で優先的に発現することが示唆された。実際に、半定量的
RT-PCR 法でCAP1 の発現を調べたところ、二細胞期の葯で高発現であった（Ueda et 
al., 2013）。今のところ、シロイヌナズナのAtARA2 に関する論文発表はなされていな
いため、例えばAtARA2 の遺伝子破壊株の花粉形成がどのような表現型を示すかは不
明であるが、イネもシロイヌナズナも、花粉形成のために特別な L- アラビノキナーゼ
をもつことは大変興味深い。
　cap1 突然変異体のヘテロ接合体の自殖後代の遺伝子型を調べたところ、10％程度の
確率でcap1 ホモ接合体が分離することが分かった（Ueda et al., 2013）。また、ヘテロ
接合体と日本晴（野生型）をもちいて正逆交雑をおこなったところ、CAP1 の変異は
雌性側の遺伝には全く影響せず、雄性側特異的であることも明らかになった。実際に
図 10　CAP1関連遺伝子の発現
　イネ (A) とシロイヌナズナの (B) の発現パターン
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cap1 ホモ接合体の雌しべに正常花粉を受粉させると稔実した。cap1 ホモ接合体の表現
型を詳細に調べたところ、草丈、分げつ数、開花時期、穂の形態など植物体には全く異
常はみられなかったが、平均すると約４% の花粉しか正常に作れず、そのため自殖で
は種子不稔を示した（図 11）。CAP1 の異常はイネの花粉に非常にシビアな変異をもた
らすにもかかわらず、ホモ接合体が分離した。CAP1 遺伝子が変異しても花粉の一部は
生殖能を維持しているのは体細胞型 L- アラビノキナーゼ OsARA1 が部分的に機能補填
している可能性がある。
　植物の細胞壁を構成する代表的な単糖は D- グルコースであるが、その他に D- キシ
ロース、L- アラビノース、D- ガラクトース、D- マンノースなどの中性糖、D- グルク
ロン酸、D- ガラクツロン酸などの酸性糖、L- フコース、L- ラムノースなどのデオキシ
糖が含まれる（以後、一般例に従って D 型糖は D- を省略し、L 型糖は L- を付して表
記する）。細胞壁多糖を構成するこれらの単糖は、光合成産物から糖ヌクレオチドの形
で合成・変換される新生経路、あるいは、細胞壁代謝の際に遊離したフリーの糖を再
利用する経路を経て細胞壁成分となる（Reiter, 2008; Kotake et al., 2010）。L- アラビノ
キナーゼは再利用経路の第一段階で、L- アラビノースをリン酸化して L- アラビノース
1- リン酸を生成する酵素である（図 12）。さらに L- アラビノース 1- リン酸は UDP 糖 
pyrophosphorylase（USP、EC 2.7.7.64）の働きで UDP-L- アラビノースに変換され、最
終的に細胞壁多糖の構成成分となる（Reiter, 2008; Kotake et al., 2010）。USP は L- ア
ラビノース 1- リン酸だけでなく、グルコース 1- リン酸、ガラクトース 1- リン酸、グル
図 11　cap1 ホモ接合体
　A　出穂期の正常イネ	wt	(+/+),	ヘテロ接合体	cap1	(+/-),	ホモ接合体	cap1	(-/-)
　B　ヨードヨウ化カリ染色した正常イネ	wt	(+/+)	とホモ接合体	cap1	(-/-)	の葯
	 矢印はデンプンを蓄積した花粉を示す
　C　ホモ接合体	cap1	(-/-)	花粉のヨードヨウ化カリ染色
上田　イネの花粉形成の分子基盤
86
クロン酸１- リン酸、ガラクツロン酸 1- リン酸、キシロース 1- リン酸を基質とする珍し
い酵素である（Kotake et al., 2004）。cap1 変異体の花粉変異の原因はまだ明らかになっ
ていないが、CAP1 が変異することによって L- アラビノースの再利用経路が遮断され
ると、花粉内に L- アラビノースが異常蓄積することや、あるいは、再利用経路からの
細胞壁多糖の供給が不足することが予想される（図 12）。
　植物の L- アラビノキナーゼに関する知見が非常に少ないため、CAP1 の L- アラビノ
キナーゼ活性を確認した。まず、大腸菌によるタンパク質発現系を利用して全長タンパ
ク質を合成し、CAP1 の酵素活性のアッセイ方法を確立することに成功した。その結果、
CAP1 は L- アラビノキナーゼ活性を持つこと、ガラクトースやグルクロン酸など細胞
壁を構成する他の単糖はリン酸化しないこと、酵素活性には、CAP1 の中央から C 末
端領域が必須であることなどが明らかになった（Ueda et al., 投稿準備中）。
　日本で一般的に栽培されているイネ（Oryza sativa L. ssp. japonica）は栽培化の過程
で自家不和合性を失い、自己の花粉で種子が実る。これは収量増大には好都合な農業形
質であるが、雑種育成の観点からは障壁となる。そのため、交配育種による品種改良の
際には、交配の前に種子親にする株の雄しべを抜き取るか、温湯除雄法（イネの場合、
42℃のお湯に開花前の穂を７分間浸すと、雌しべには影響が無く、花粉だけが死滅する）
などにより花粉だけを不活化する必要がある。今後もCAP1 やイネの花粉発現遺伝子
の研究が発展することで、人為的にイネの花粉不稔を誘発する化合物をスクリーニング
し、花粉不稔剤を開発することが期待できる。花粉不稔剤は、イネの品種改良の絶大な
推進力と成り得るだけでなく、スギなどの花粉症軽減にも寄与することも期待できる。
7．おわりに
　筆者がイネの花粉研究に着手して 10 年以上の月日が経つが、良き共同研究者と良き
実験材料（突然変異体）に恵まれ、首尾よくアラビノースの代謝が花粉形成に非常に重
要であることを植物で初めて見出すことができた。さらに、選抜したcap1 以外の突然
図 12　L- アラビノース再利用経路
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変異系統は、これまで報告されているイネやシロイヌナズナの変異体の表現型とは異な
るものばかりであり、今後の原因遺伝子の解明を楽しみにしている。花粉突然変異体の
選抜の際には、その対象を配偶体型の花粉変異体に絞り、さらに、従来の遺伝学的手法（順
遺伝学的手法ともいう）を採用した。そのため、変異体の判定に１個体１個体の花粉を
顕微鏡で観察する必要があったが、これは田中一朗先生の研究室で在学中に教授して頂
いた顕微鏡操作及び試料作成技術（＋忍耐）が大いに役立ったことは言うまでもない。
　田中一朗先生とご家族には学部３年の 12 月に研究室に配属されて以来、現在まで公
私を問わず大変お世話になりました。研究室に入って間もなく田中邸にお招き頂いた時、
当時小学生だった３人のお嬢様方が筆者の前に並び、次から次に何度もお酌をしてくれ
たのをよく覚えています。今ではお嬢様方もご家庭を持ち、先生もお爺ちゃんになられ
ました。お孫さん達に囲まれ楽しそうな田中一朗先生からの年賀状をこれからも楽しみ
にしています。
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